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内容の要旨及び審査の結果の要旨
後期糖化反応生成物(AGE)は,細胞表面特異受容体(RAGE)で認識され,糖尿病に特徴的な血
管細胞変化を来す｡従って,RAGＥ遺伝子の発現調節機構の研究は網膜症をはじめとする糖尿病
血管合併症の原因,予防･治療手段の解明に重要である｡本研究では,RAGＥ遺伝子を誘導する因
子とこれに関わるＤＮＡシスエレメントおよび核内トランス因子の同定を試みた。
ヒト皮膚微小血管内皮細胞(HMVEC)とヒト鵬静脈内皮由来細胞株囮CV304)を用いた。
RAGEmRNAは定量的逆転写-ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)法で,RAGＥ蛋白はWestern法
で検出した｡ＡＧＥ化ウシ血清アルブミン(AGE-BSA)･腫瘍壊死因子(TNF-0()･176-エストラジオ
ール価⑳刺激により,両細胞種でＲＡＧＥｍＲＮＡおよびRAGＥ蛋白が増加した｡ＲＡＧＥｍＲＮＡの
半減期には刺激の有無で差がなかったことから,RAGＥ遺伝子発現冗進は転写段階に起因する
と考えられた｡そこで次に,ルシフェラーゼ遺伝子をレポーターとしてヒトRAGＥ遺伝子のプロ
モーターアッセイを行なった｡その結果,各刺激に対する応答領域は５隣接配列中に存在し,エク
ソン･イントロン･３，隣接配列はレポーター遺伝子の転写活性に影響を与えなかった｡転写開始
点上流-751～-629ヌクレオチド領域を欠失させるとAGE-BSA/TNF-oCによる発光増加が消失
し,-239～-89の領域を欠失させるとＥ２による発光増加が消失した｡さらに,前者の領域内に見
出された転写因子NF-KB結合部位と後者の領域内のSp-1結合部位を部位特異的変異導入法に
より塩基置換すると,各領域の応答活性が消失した｡そこでさらに,NF-KB部位(-677～-658)ある
いはSp-1部位(p193～-161)をプローブとし,ECV304の核抽出物を用いてゲルシフトアッセイを
行なった｡その結果,AGE-BSA/TNF-0LまたはＥ２刺激で増加し,過剰量非標識プローブの共存下
で減少するＤＮＡ蛋白複合体を検出した｡これらのＤＮＡ蛋白複合体はそれぞれNF-KB抗体ま
たはＳｐ－１抗体/エストロゲン受容体α(ERC()抗体でスーパーシフトされた｡従って,AGE‐
BSA/TNF-α刺激ではNF-KBが,E2刺激ではＳｐ－１とｎ町がRAGＥ遺伝子の転写促進に関わる
核内トランス因子であると結論された。
以上,本研究は,RAGＥ遺伝子という糖尿病血管合併症の発症･進展に関与する重要な遺伝子
に関してその誘導因子と転写誘導を担うＤＮＡシスエレメントならびに核内トランス因子をは
じめて同定し,これらの因子を分子標的とする糖尿病合併症克服への新しい道を開いた点で,血
管医学生物学上価値ある研究と評価された。
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